This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents mil not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETB INTELLECTUELLE 

Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBUEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCI) 



(51) Classification inteniatioiiale des bievets ^ 
C12P 21/08 



Al 



(11) Num^ro de pnblicatioD intefnationale: WO 91/00921 
(43) Date de publication intemationale: 24 Janvier 1991 ^4.01.91) 



(21) Nnmko de la demande inteniatioiiale: PCT/FR90/00517 

(22) Date de dipdt inteniational : 6 juillet 1990 (06.07.90) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

8909220 7 juiUct 1989 (07.07.89) 



FR 



(71) Deposant (pour torn les Etats designes saufUS): INSTITUT 

NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RE- 
CHERCHE MEDICALE IFR/FRl: 101. rue de Tolbiac, 
F-75654 Paris Cedex 13 (FR). 

(72) Inventeais;et 

(75) Inventears/Deposants (US seulement) : SOULILLOU, Jean- 
Paul [FR/FR]; 32 ter, rue de I'Abbaye, F-44100 Nantes 
(FR). CHATAL, Jean-Fran^ois [FR/FR]; Faculte de Me- 
decine, 1, me Gaston-Veil, F-44035 Nantes Cedex (FR). 
THEDREZ, Philippe [FR/FR]; Faculte de Medecine, 1, 
rue Gaston Veil, F-44035 Nantes Cedex (FR). JAC- 
QUES, Yannick [FR/FR]; 32 bis, rue Noire, F-44000 
Nantes (FR). PAINEAU, Jacques [FR/FR]; Faculte de 
Medecine, 1, rue Gaston Veil, F-44035 Nantes Cedex 
(FR). 



(74) Mandataiies: GUTMANN, Ernest etc. ; Ernest Gutmann- 
Yves Plasseraud S.A., 67, boulevard Haussmann, F- 
75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AT (brevet europeen), BE (brevet euro- 
peen), CH (brevet europeen), DE (brevet europeen)*, 
DK (brevet europeen), ES (brevet europten), FR (brevet 
europeen), GB O^revrt europeen), IT (brevet europeen), 
JP, LU (brevet europeen), NL (brevet europeen), SE 
(brevet europeen), US. 



Publiee 

Avec rapport de recherche intemationale. 



(54)TItle: FRAGMENTS OF MONOCLONAL ANTIBODIES SPECIFIC TO THE PRESENCE OF ACTIVATED LEUCO- 
CYIES, PROCESS FOR OBTAINING THEM AND THEIR APPUCATION IN THE CASE OF A TRANS- 
PLANT BEING REJECTED 

(54)lltre: FRAGMENTS D'ANTICORPS MONOCLONAUX SPECIHQUES DE LA PRESENCE DE LEUCOCYTES AC- 
TIVES - LEUR PROCEDE D'OBTENTION ET LEUR APPLICATION DANS LE CAS DE REJET DE GREFFE 

(57) Abstract 



Fragments of antibodies capabl- attadiing themselves to an antigenic site of a receptor present on the activated leuco- 
cytes. Ihe invention particulariy conce: \ the fragments of antibodies recognizing an antigenic site spedfic to the receptor of the 
IL-2. The invention also concerns the use of the antibody fragments to detect the rejection of a transplant, and their use in kits. 

(57)Abi^6 



L'mvention conceme des fragments d'anticorps capables de se fixer a un site antig^nique d'un recepteur present sur les 
leucocytes actives. EUe vise en particulier des fragments d'anticorps reconnaissant un site antigenique spedfique du recepteur de 
l'IL-2. L'invention conceme egalement I'utilisation de ces fragments d'anticorps pour la detection d'une crise de rejet de greffe 
ainst que leur application dans des kits. ' 



* Voir au verso 



DESIGNATIONS DE "DE" 



Jusqu'a nouvel avis, toute designation de "DE" dans touts demande 
internatioriale dont ta date de d^t international est anterieure au 3 octobre 1990 a 
effet dans le temtoire de la Reput>lique federate d'Allemagne k rexception du territoire 
de I'andenne RSpublique ddmocratique aUemande. 



UNIQUEUENTA mSE WINFOSMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures 
publiant des demandes internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


ES 


. Espagne 


MC 


Monaco 


AU 


Australie 


n 


Finlandc 


MG 


Madagascar 


BB 


Barbadc 


PR 


France 


ML 


Mali 


BE 




GA 


Gabon 


MR 


Mauritaaic 


BP 


BuridnaFasso . 


GB 


Royaumc4Jni 


MW 


Malawi 


BG 




GR 


Gr£c6 


NL 


Pays-Bas 


BJ 




HU 


Hongrie 


NO 


Norvegp 




Br£sil 


IT 


Italie 


PL 


Pologne 


CA 


Canada 


JP 


Japon 


RO 


Roumantc 


CF 


lUpubtique Oauraficwic 


KP 


Rcpubliqtic populairc d&nocratique 


SD 


Soudan 


CC 


Congo 




dc Corfc 


SB 


Suftde 


CH 


Suisse 


KR 


Republiquc de Cor6e 


SN 


S€n£gal 


CM 


CBmeroun 


U 




SU 


Union soviiUquc 


DB 


AUeznagne 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tchad 


DK 


Dancmark 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 










US 


Eiaia-Unis d*Am£riqiie 



wo 91/00921 



PCr/FR90/00517 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



1 

FRAGMENTS D'ANTI CORPS MONOCLONAUX SPECIFIQUES DE LA 
PRESENCE DE LEUCOCYTES ACTIVES - LEUR PROCEDE 
D'OBTENTION ET LEUR APPLICATION DANS LE CAS DE REJET 
DE 6REFFE. 

L' invention conceme des fragments d'anticorps 
monoclonaux, specif igues de la presence de leucocytes 
actives. 

L> invention vise egalement tm precede d'obtentlon 
de ces fragments d'anticorps ainsi que leur 
application clinique en tant ijue margueurs de la 
presence de leucocytes actives notamment dans le cas 
de re jet de greffe. 

Les transplantations d'organes sont maintenant 
utilisees dans le cas de certaines insuf fisances. La 
transplantation cardiaque est par exemple devenue un 
traitement bien r6gl6 de 1 • insuf fisance cardiaque 
terminale. Le taux 61eve de survie des patients est 
li6 & 1 'utilisation de la cyclosporine associee a la 
prednisone et I'azathioprine. Cependant le rejet~des 
allogreffes est souvent silencieux et son diagnostic 
difficile. Les signes cliniques apparaissent 
tardivement: ils peuvent se traduire par une asth^nie, 
un f^bricule, une prise de poids, une oligurie. 
L'examen est peu significatif (assourdissement des 
bruits du coeur, galop, trouble du rytlune) . Avec la 
cyclosporine l'examen est le plus souvent normal. A un 
stade trop tardif apparaissent les signes 
d' insuf fisance cardiaque. 

Les autres m^thodes utilisables pour la 
surveillance des greff^s posent de fagon gendrale le 
probleme de leur significativit6, de leur sensibility, 
de leur sp6cificit6, de leur accessibilite technique 
et de leur co<it (6chographie, monitorage 
cytoimmunologique, determination du rapport OKT4/OKT8, 
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scintigraphies aux lymphocytes marques & 1' indium, 

• • • ) • 

La blopsie endomyocardigue ventriculalre droite 
reste l*el^ent utilise dans la surveillance 
inmunolpgique pour le diagnostic du re jet de greffe 
cardiacpae mais il s'agit d*un exanen invasif et 
cbntraignant pour le patient. 

Les inventeurs ont recherche et mis au point de 
nouveaux mbyens susceptibles d'Stre utilises dans la 
recherche d'une crise de re jet de greffe ou d'un 
6ventuei" re jet de greffe et capables de renedier du 
moins eh part le, aux probltoes ci-dessus nentionnes. 

Dans le cadre de ces recherches, les inventeurs 
se sont intdresses a la biodistribution d^anticorps 
nonoclG^ux (AcH) en particulier d'anticorps 
monoclonaux dirig^s centre le recepteur de 
1 ' interleukine 2 ou certains de ses sites specif igues 
(Epitopes), lors d'une greffe d'organe. lis ont 
^galement determine chez 1' animal les quantit^s 
d'anticorps monoclonaux presents quand ils sont 
inject4s apr&s une greffe, dans les differents 
organes du sujet receveur, y compris dans l^organe 
greff^. 

Jusgu*j^ present on connaissait la propriety de 
certains anticorps monoclonaux particuliers, de 
reconnaltre le recepteur de 1 * interleukine-2 et de 
former avec ce recepteur un complexe immunologigue. 

Pour simplifier I'^criture dans la suite du texte 
"l»interleukine-2" sera parfois designee par "11-2" et 
"le recepteur de 1' interleukine-2" par "I1-2-R", 

Des anticorps monoclonaux decrits dans I'art 
anterieur interagissent avec un domaine particulier du 
recepteur de l»Il-2 (dont 1» expression est sous le 
contrdle de 1' activation antig^nique, due par exemple 
& un organe greffe) de certains lymphocytes. Ce 
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domaine particulier correspond ^ I'un des epitopes 
constitutifs d'un site de haute af finite du r6cepteur 
de l'IL-2, constitu^ par un complexe fonn6 des chaines 
a (ou TAC) de 55 kDa et /J de 75 kDa. De la reaction 
d» interaction des anticorps avec le domaine 
antig6nique du r6cepteur de l'Il-2, peut r^sulter une 
inhibition de la croissance des clones de lymphocytes 
dirig6s centre les antig6nes du donneur lors d'une 
greffe h6t6rologue. In vivo, il devrait en r6sulter 
une inhibition du re jet de greffe. 

Dans leur demarche les inventeurs ont envisage 
une nouvelle approche des anticorps monoclonaux, 
notamment des anticorps dirig6s centre des recepteurs 
sp6cifiquement presents sur les leucocytes, notamment 
les lymphocytes et/ou les monocytes, lorsque ceux-ci 
sont activ6s et plus particulierement centre un 
Epitope sp6cifique d'un site different du site de 
haute af finite du rdcepteur de l'Il-2, dans les 
situations de greffe notamment h^tdrologue. 

En poursuivant leurs travaux les inventeurs se 
sont intdress^s plus particulierement h des fragments 
sp6cifiques de ces anticorps monoclonaux. lis ont mis 
en evidence la propri^te particuli6re de fragments 
d6termin6s d' anticorps monoclonaux, de se fixer de 
fa^on sp6cifique et precoce, 6ventuellement guelgues 
jours apres la greffe, sur les cellules leucocytaires 
par exemple du type des monocytes ou des macrophages 
et en particulier de type lymphocytaires infiltrant un 
greffen d'un sujet susceptible de presenter une crise 
de re jet de greffe et done susceptible de rejeter une 
greffe en particulier une greffe de type het^relegue. 

En d'autres termes, les inventeurs ont mis en 
Evidence que des fragments sp§cifiques d' anticorps 
monoclonaux d^termin^s peuvent se fixer sur un epitope 
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specif i^^ent present dans une situation deactivation 
des leucocytes chez le receveur d*une greffe« 

Par contraste, les inventeurs ont siontrd que 
cette propriete des fragments d'anticorps n'apparait 
pas lor^gue la greffe r^alis^e n'est pas susceptible 
de re jet par exemple dans le cas de greffe de type 
syngenigue. 

LVinvention foumit done de nouveaux moyens 
utilis^les pour r^v^ler la presence de leucocytes 
actives. La detection des leucocytes actives peut 
s"av6rer . particuliferement int6ressante & la suite 
d'une greffe d*organe, notaxnment d'une greffe de coeur 
ou de rein, ou d*une greffe de noelle osseuse 
(rdactibn du greffon centre I'hdte) ou autre tissu. 
Ces nouveaux moyens constituent un outil d * exploration 
part icul ierement int6ressant , susceptible d • e tre 
integre dans un processus de diagnostic clinique d^un 
re jet de greffe en particulier chez I'honme. 

L' invention conceme & cet effet des fragments 
d'anticorps monoclonaux, diriges contre des recepteurs 
presents sur des cellules leucocytaires inf iltrant un 
greffon, caractdris^s par: 

- I*sd9sence de fraction constants (Fc) , 

- leur capacity & se fixer specif iguement & 1' Epitope 
d*un site antigSnique d'un recepteur des cellules 
leucocyl^aires inf iltrant le greffon lors d*une crise 
de re jet de greffe. 

La fixation des fragments d*euiticorps de 
1» invention > 1« epitope d6fini ci-dessus, a lieu in 
vivo . 

Par greffon, on doit entendre a la fois les 
organes greffes ainsi que toute autre substance 
tissulaire ou non (telle que la moelle osseuse). 

Les inventeurs ont constats que la fixation 
sp6cifique des fragments d*anticorps de 1* invention 
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sur un Epitope particulier d'un site antigenique d'un 
r^cepteur des cellules leucocytaires est une 
caract6ristique particuli^rement avantageuse dans le 
cadre de la detection d'une activation leucocytaire. 
L'utilisation d'anticorps entiers connus jusqu'ii 
present pour leur action sur les leucocytes pour 
bloquer des re jets de greffe ne permet pas d'obtenir 
la specificity de fixation rechercMe. 

Selon un premier aspect de 1' invention, des 
fragments r^pondant aux criteres ci-dessus d^finis 
sont des fragments idiotypiques d'un anticorps, 
lesdits fragments idiotypiques poss^dant un site 
anticorps specif ique d'un Epitope d'un site 
antigenique d'un recepteur humain determine, 
accessible au niveau d'un greffon, chez un patient 
prdsentant une crise de re jet de greffe. 

Des fragments d» anticorps adapt6s a la 
realisation de 1' invention sont des fragments 
idiotypiques, d' anticorps dirig6s centre des 
recepteuri spicifiquement induits chez I'hdte ayant 
subi la greffe, h la suite de 1' activation des 
leucocytes en particulier des lymphocytes et notamment 
des lymphocytes T par un antigtae du greffon. 

Ces fragments peuvent etre les fragments 
d' anticorps monoclonaux dirig^s centre des sites 
d'antigenes et notamment des sites antigeniques de 
recepteurs, avantageusement de recepteurs de 
lymphokines en particulier de diff6rentes 
interleukines, notamment iL-2, 11-4, ii-s ou de 
recepteurs de la transf6rine, des lors qu'ils 
presentent la specificity voulue, c ' est-^i-dire 
lorsqu'ils sont presents sur des leucocytes ayant subi 
une activation par exemple en cas de crise de rejet de 
greffe. 
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Selon un aspect particuli&rement pr^f^r^ de 
!• invent ion r les fragments d*anticorps conprennent au 
Boins tin site anticorps pr4sentemt xine affinit6 avec 
tin epitope de la chaine TAC du recepteur hximain de 
l«Il-2. En effet on a not6 qu'un determinant 
deactivation leucocytaire particulierement avantagexix 
pour r6aliser !• invention est le r6cepteur de l»Il-2* 

La chaine TAC (a ou P55) du recepteur de l»Il-2 
est la chaine pr^sentant un poids mol6culaire 
d^envircin SSkDa. Seule, elle forme le site de faible 
affinity du recepteur de l«Il-2. Associde avec la 
chaine fi du recepteur, elle contribue a former le site 
de forte affinity. 

Les inventeurs ont tir6 profit du fait que la 
chaine TAC est exprimSe k la surface des leucocytes, 
uniquement lorsgue ces leucocytes et en particulier 
les lymphocytes sont actives. 

Elle se trouve alors en exces par rapport & la 
chaine avec laquelle elle contribue k la formation 
du site de haute affinity du recepteur de l»Il-2. 
L» exces de chaine TAC reste alors disponible et 
constitue un site de faible af finite du recepteur de 
l'Il-2. ;Les inventeurs ont done constats que la chaine 
TAC est suffisamment abondante et qu'elle ne poss&de 
pas une modulation trop rapide pour £tre utilisde dans 
le cadre de 1' invention. 

Cette modulation correspond h la reaction de 
l'antig6ne lorsqu'on lui accroche un anticorps, 
I'antigfehe tendant de rejeter cet anticorps, 

Dan^ un premier mode de realisation de 
1* invention, les fragments d* anticorps monoclonaux 
choisis, capables de reconnaitre la chaine TAC du 
recepteur humain de l«Il-2 sont les fragments F(ab«)2. 

Ces fragments possedent avantageusement 
1' ensemble des sites idiotypiques specif iques de la 
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chaine TAC, ce qui leur conf fere une affinity apparente 
iaportante vls-ii-vis des r6cepteurs de l'Il-2 et 
permet d'obtenlr des liaisons stables entre le 
fragment et le site du r^cepteur. 

Dans un autre mode de realisation de !• invention, 
les fragments d'anticorps monoclonaux sont des 
fragments Fab, capables de reconnaitre la chaine TAC 
du r^cepteur humain de l'H-2. 

Dans un autre mode de realisation de 1' invention, 
les fragments d'anticorps monoclonaux sont des 
fragments Fab', capables de reconnaitre la chaine TAC 
du r^cepteur humain de l«Il-2. 

Les fragments d'anticorps r^pondant aux 
definitions precddentes sont obtenus h partir 
d'anticorps entiers, diriges centre l'il-2-R par 
exemple d'anticorps monoclonaux d'animaux par exemple 
de rat ou de souris; un exemple de precede pour les 
preparer est decrit dans la suite. 

Us peuvent egalement etre prepares & partir 
d'anticorps monoclonaux humains. 

Les fragments peuvent aussi etre obtenus h partir 
d'anticorps monoclonaux humanises (ou antlcorps 
chimeres) possedant une partie animale correspondent 
au site anticorps caracteristique de I'antigene vise 
et une partie humaine correspondant aux autres parties 
de 1' anticorps a savoir la fraction constante et 
eventuellement une partie de la fraction variable, 
excepte celle qui correspond au site anticorps 
reconnaissant 1 • antigene . 

Ces fragments pourront egalement etre constitues 
par des fragments synthetiques, presentant des 
proprietes d' interaction specif iques avec les 
recepteurs vises et pouvant etre mis en oeuvre pour 
repondre au probieme ci-dessus. 
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L* invention vise ^galement des fragments 
d^knticorps r^pondant aux definitions ci-dessus 
caractdrisds en ce gu'ils sont marques avec une 
substance physiologiquenent acceptable, compatible 
avec 1 ^administration chez I'homme ou 1* animal, 
capable de donner un signal mesurable & l*extdrieur du 
corps faiomain, notamment au moyen d'un appareil de 
comptag<^ de la radioactivity. Des margueurs 
particuliers satisfaisants sont par exemple des 
margueurs radioactifs. 

Les autres qualitds requises pour qu'une 
substance puisse etre utilis6e en tant que marqueur 
dans le cadre de 1* invention, eventuellement apr&s 
modifijcation chimique, sont par exemple, la stabilite 
de la liaison entre le marqueur et le fragment 
d'anticotps mis en oeuvre, la rapidite de la cin^ticpie 
dahs le cas oil le greffon (constituant la cible) doit 
6t!re atteint rapidement, la faiblesse du bruit de fond 
lors du test au niveau du sujet greff^. Ces qualit^s 
doivent naturellement etre modulees selon la nature de 
I'organe ou de la substance greffee. Tous les 
parauafetres cit^s ci-dessus ne seront done pas 
n6cessairement considdrds, et ce d'autant plus que des 
corrections peuvent etre apportees par des systemes 
externes. 

Un marqueur particuli&rement adapts a la 
realisation de 1' invention est le technetium notamment 
le technetium 99, de preference sa forme metastable. 

II peut Stre utilise en marquage direct par 
couplage sur les fragments F(ab*) ou par marquage 
indirect, selon la stabilite desires, par exemple sur 
des fragments F(ab*)2. Dans ce cas, pour pallier 
1* absence de groupements sulfhydrile libres sixr le 
fragment F(ab')2 on met en oeuvre un react if capable 
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de complexer le technetium et susceptible d'etre 
facilement coupl6 aux fragments F(ab')2. 

D'autres marqueurs radioactifs satisfaisants pour 
la realisation de 1» invention sont par exemple 
I'indiiUB et notanmient I'indiumlll ou I'iode et en 
particulier l«iodel31 ("'l) , l'iodel25 {'^^i) et 
I'iode 123 0^1). 

Ces marqueurs radioactifs sont int^ressants dans 
le cas on les mesures de radioactivity faites h la 
suite de 1 ' exploration au niveau du malade, dans le 
cas du diagnostic d»un ^ventuel re jet de greffe, sont 
r^alis^es au moyen d'une gamma-scintigraphie. 

L' invention concerne done un precede pour le 
marquage de fragments d'anticorps determines par une 
substance radioactive choisie, comprenant les etapes 
suivantes : 

- mise en contact des fragments d'anticorps que I'on 
veut marquer, avec un react if capable de former un 
complexe stable avec le marqueur et susceptible d'etre 
couple aux fragments d'anticorps, dans des conditions 
permettant ce couplage et, 

- complexation des fragments ainsi couples avec le 
marqueur. 

Selon une variante de ce precede de marquage, 
I'etape de complexation du reactif avec le marqueur, 
precede I'etape de couplage avec les fragments 
d'anticorps. Cette variante peut par exemple etre 
avantageusement utilisee lorsque I'on souhaite 
effectuer un marquage avec le technetivim. 

Selon une autre variante du precede de marquage, 
une etape de purification, par exemple par filtration 
sur gel, peut preceder la recuperation des fragments 
d'anticorps. 

Dn mode de realisation avantageux du marquage au 
technetium met en oeuvre du technetium reduit (par 



wo 91/00921 



PCr/FR90/00517 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



10 

example par reaction de l*ion stanneux sur la forme 
pertechn^tate TCO4') puis complex^ avec un agent 
ch^latant faible par exemple un agent de type 
pyrophosphate di-, tri- ou t6traphosphonate (A Bardy, 
brevet FR 7427249} ou des composte IDA 
(iminodiac^tigue) • 

L* agent ch^latant est ensuite dchangd par 
l^anticorps, ligand plus fort. Les atomes r6duits 
se lient directement aux groupements donneurs de 
l^anticorps par des sites de faible af finite, forte 
capacit^t (groupements amino, carboxylate. • . ) # ©t par 
des sites de forte affinity, faible capacity 
(groupements sulf hydrile) • Cette deuxi6me forme des 
complexes est tr&s stable in-vivo et constitue un mode 
de r^lisation pr6t6r&. 

A titre d> exemple, un proc^d^ de marguage de 
fragments Fab* d*anticorps avec le technetium peut 
Stre r6a^lis6 comme suit: 

- mise en contact de fragments Fab' d'anticorps avec 
un agent ch^latant faible du type evoquS ci-dessus, 
dans un tampon, par exemple un tcunpon phosphate-EDTA, 
dams une solution physiologigue de sel de sodium a un 
pH appartenant & un intervalle 5 a 8, de pr6f6rence a 
un pH 6,0 et & temperature ambiante, 

addition de TcO^' dans des proportions de 1 & 30 mCi 
dans des conditions autorisant le marguage. 

Lorsgue les fragments d'anticorps ne peuvent £tre 
directement li^s au technetium, par exemple en 
1 " absence de groupements sulfhydrile libres, I'^tape 
de mise en contact ci-dessus peut etre r^alisde en 
utiliseuit uh rdactif capable de complexer fortement le 
technetium et susceptible d'etre facilement coupl6 aux 
fragments d'anticorps. Peuvent §tre utilises comme 
r^actifs, des acides polyaminocharboxyliques, par 
exemple 1 • acide didthylenetriaminepentaacetique 
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(DTPA), des analogues de I'acide 

6thylenetriaminatetraac6tique (EDTA), des composes 
diaminodithiols, triaminothiols (ex : les 
(thioac^tamide/ pentanolle) des amines polycycliques 
des dithiosemicarbozones et des mdtallothionines ou 
des anhydrides de ees acides, notaaunent des emhydrides 
cycligues. Ces agents ehdlatants sont prepares par des 
ndthodes connues. Pour le marguage au technetiun, on 
pourra par exenple se r^fdrer & la publication 
Eckelman et al Nucl, Med. Bid. voll6 n' 2, pp 171-176, 
1989. 

Pour effectuer le marquage ^ 1* indium ill on peut 
utiliser un agent ch61atant bifonctionnel couple aux 
fragments d'anticorps, qui va ensuite complexer 
fortement 1' indium. 

Pour le couplage a I'anticorps, le DTPA peut etre 
active sans la forme d' anhydride bicyclique, 
d' anhydride mixte (DTPA-isobutylchloroformate) de 
chlorure d'acide ou, les formes suivantes peuvent etre 
synth6tis6es SCN-benzyl DTPA, BzCCHg)^ benzyl DTPA 
(avec n=2, 3, 4) Nj - benzyl DTPA. 

A titre d'exemple, un proc^d^ de marguage de 
fragments Fab' ou F(ab')2 avec 1* indium peut toe 
r6alis6 comme suit : 

- mise en contact des fragments d'anticorps en 
solution avec \in agent chelatant ddtermin6, par 
exemple 1* anhydride bicyclique de DTPA solubilise dans 
un rapport molaire agent ch61atant/ fragment 2 4 10, de 
preference de 5,0 , 

- puis l'61imination de 1« agent chelatant n'ayant pas 
complex^ les fragments d'anticorps, 

- mise en contact des fragments complexes avec 
1' indium dans une solution tamponn^e a pH 4 & 6, de 
preference a pH 5,0 dans des conditions autorisant le 
marquage. , 
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Pour les techniques de marquage on pouxxa, de 
fa^on g^ndrale, se r^f^rer aux pubications suivantes : 
Childs et al (J Nucl Med 26 : 293-299^ 1985), Hosotani 
et al (Nucl Med Biol vol 13 n* 6 pp 603-609, 1986), 
Prit2be*g et al (PNAC USA vol 85 pp 4025-4029, Juin 
88), Brfewn et al (Analytical Biochemistry 172, 22-28, 
1958). On pourra egalement se r6f6rer h la demande de 
brevet EP 0263046 du 16 septembre 1987 (priority' FR 
8613146) • 

Entrent Egalement dans le cadre de 1» invention, 
des compositions caract^risees en ce gu'elles ont la 
capacity d'induire la formation de complexes du type 
antigene-anticorps chez un patient presentant des 
leucocytes activds pouvant marquer un risque de rejet 
de greffe, en ce qu'elles sont depourvues de cette 
capacity chez un patient ayant subi une greffe et ne 
subissant pas de re jet au moment de I'examen et, en ce 
qu'elles comprennent des fragments d'anticorps tels 
que d^crit ci-dessus. 

Une composition pr^f^ree repondant a la 
definition pr6c§dente est capable d'induire la 
formation de complexes du type antigene-anticorps en 
pr&sehce de leucocytes actives du receveur de la 
greffe, ces leucocytes dtant porteurs de chaines TAC 
du r6cepteur humain de l»Il-2. 

Etant donn6 leurs propri6t6s caracteristiques, 
les fragments pr6c6demment d^finis ainsi que les 
compositions d^crites peuvent entrer dans la 
composition d'un reactif d^pourvu de toxicite pour 
l^honane, pour la mise en evidence de la presence de 
leucocytes actives, chez un patient susceptible de 
presenter un re jet de greffe, ces fragments 6tant 
marques par un marqueur compatible avec 
!• administration chez I'homme et repondant aux 
criteres ci-dessus. Ce reactif peut etre utilise dans 
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le cas de diff6rentes greffes telles que des greffes 
de coeur, de rein, de moelle. 

L'inocuit6 du r6actif est d6tennin6e en fonction 
des critferes classiquement utilis6s: il doit notamment 
6tre apyr6tique, non canc6rigfene, contenir moins de 
10% d»ADN dtranger, 4tre non pyrogene, sterile, 
d^pourvu de aicro-organisnes et autres agents 
strangers. 

Le r^actif ci-dessus peut dtre appliqu6 pour 
ditecter chez I'homne ou 1' animal la presence de 
leucocytes activte en particulier de lymphocytes 
actives, par diffdrentes mdthodes de mesure par gamma 
scintigraphic. 

Une premifere m6thode pr6f6r6e pour la detection 
de lymphocytes activ6s est 1 • inmunoscintigraphie en 
particulier la gamma-immunoscintigraphie. 

A cet egard 1' invention conceme une nethode 
d« exploration non sanglante applicable chez I'homme 
ayant subi une greffe, pour rechercher la presence de 
leucocytes actives, cette pr6sence etant susceptible 
d'etre ultdrieurement corr616e avec un re jet de 
greffe, comprenant la determination de la presence de 
leucocytes actives chez un sujet greffA au moyen d'un 
support extdrieur au corps du sujet, le sujet ayant 
regu au pr^alable des fragments d'anticorps ci-dessus 
ddcrits, pr6alablement margu6s si besoin, ou la 
composition dont les fragments ont 6t6 prdalablement 
marqu6s ou le reactif d6crit ci-dessus, caractdris4 en 
ce que les fragments d'anticorps, cette composition ou 
ce rdactif sont administrds en quantity suffisante 
pour permettre une reaction avec la chaine TAC du 
rdcepteur de l'Il-2, lesdits fragments etant marqu6s 
avec une substance physiologiquement acceptable, 
capable de donner un signal mesurable h I'exterieur du 
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corps humain, notamment au XDoyen d'un appareil de 
comptage de la radioactivity, 

L' application du precede precedent permet 
d'obtenir des images en scintigraphie repr^sentant la 
quantity de fragments d*anticorps lies aux chaines des 
rdcepteurs vis^s sur les leucocytes infiltrant le 
gx^effon. 

D'autres stapes consistemt dans la mesure de la 
radioactivity du margueur obtenue ainsi que la 
comparaison de cette mesure, avec des donndes 
caractyristiques d*un ytat d* absence de re jet de 
greffe, peuvent permettre de dy teeter un niveau 
anormal deactivation des leucocytes notamment des 
lynphocytes et conduire au diagnostic d*une 
yventuality de re jet de greffe. 

Jja mythode d * exploration ci-dessus prysente 
IVavantage tout a fait intyressant de pouvoir Stre 
appliquye & des situations clinigues, de fagon 
prycoce. 

Elle est notamment utile pour la surveillance de 
patients ayant siibi une greffe heterologue. 

Cette mythode prysente ygalement l*avantage 
d'dtre ZK>n traiimatisante pour le patient. 

L* invention conceme ygalement un procydy 

25 

d^obtention de fragments d'anticorps monoclonaux 
rypondant aux dyfinitions ci-dessus comprenant les 
ytapes suivantes : 

purification d'anticorps monoclonaux dont on 
soiihaite obtenir lesdits fragments, 

digestion par une ou plusieurs enzymes 
protyol^igues determinees, choisies en fonction de la 
nature des fragments anticorps recherchys, dans des 
conditions autorisant la coupure desdits fragments du 
reste des anticorps. 
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- isolement et recuperation des fragments d'anticorps 
obtenus. 

A titre d'exemple un proc6d6 de preparation de F(ab*)2 
peut etre realise conne suit : 

- purification d'anticorps monoclonaux dont on 
souhaite obtenir lesdits fragments, 

digestion par une ou plusieurs enzymes 
protdolytiques d6termin6es, par exemple la pepsine, 
dans des conditions autorisant la coupure desdits 
fragments du reste des anticorps, notamment k une 
temperature de 37 'C ± lo en presence de 0,5 & io%, de 
preference 1 4 5% de pepsine h pH acide notamment 
entre 3,4 et 5, avantageusement entre 3,2 et 4,5, 

- isolement et recuperation des fragments d'anticorps 
obtenus . 

Pour le marquage avec la pepsine, on pourra se 
referer a la publication Lamoyi (J. Imminol Meth, 1983 
vol. 56, p 235-243). 

Dans un autre mode de realisation du procede de 
1' invention, la digestion est par exemple realisee 4 
I'aide de papaine et elle conduit k des fragments Fab. 

Pour preparer les fragments Fab, on peut par 
exemple suivre le protocols precedent en modificant 
les conditions operatoires : le pH de la reaction est 
de preference basique (de preference 7,8), on opere 
avantageusement en presence de NaCl et d'xin agent 
reducteur, par exemple la cysteine 0,1 M. La reaction 
peut etre faite pendant 2 k A h, 

L« invention conceme egalement un kit pour 
1' exploration chez un patient ayant subi une greffe, 
de la presence de leucocytes actives, caracterise en 
ce gu'il comprend: 

- des fragments d'anticorps tels que definis 
precedemment , 
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- un margueur physiologiguement acceptable, capedsle de 
donner iin signal mesurable h l*ext6rieur du coirps 
hxuoain, notasuaent au moyen d'un appareil de conptage 
de la radioactivity, 

5 

- le cas ^ch^ant un r^actif autorisant la liaison ' 
entre le fragment d'anticorps et le marqueur, ou 
stabilisant cette liaison. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
IVinvention apparaitront dans les exenples et les 
figures qui suivent. 

Figure 1 : biodistr ibution d " anticorps nonoclonaux 
intacts ^^I 0X39 et "'l B1G6 chez des animaux ayant 
regu une greffe allogenique. Les nesures ont 4t6 

15 faites 5 jours apres la transplantation et 24 heures 
apres 1» injection intraveineuse d« anticorps. 
Ficrure 2 ; Biodistribution de fragments F(ab')2 de 
!• anticorps 0X39 dirig§ centre le r^cepteur de 1»I12 
et d'un anticorps B1G6 utilise en tant que controle, 

20 24 heures apr&s 1* injection. La radioactivity du coeur 
greffd et du coeur d'origine a yte mesuree 5 jours 
apres \ine greffe de coeur allogenique et heterotopique 
(LEH/BN) Chez des animaux de type LEW, ou une greffe 
de coeur syngSnique chez des animaiux de premiere 

25 gyniration (Fl) de type (LEW/BN) • Les r6sultats sont 
exprimds en pourcentage de doses injectees par gramme. 
Figure 3 ; Rdsultats des 6tudes de la biodistribution 
de fragments F(ab»)2 de 1' anticorps monoclonal 0X39 et 
de fragments F(ab»)2 de I'cmticorps B1G6 chez des 

30 receveurs de greffes h6t6rotopiques du type 
allogenique ou syngenique. La radioactivity a 6t6 
mesuree de 7 a 24 heures apres 1» injection 
intraveineuse des fragments d* anticorps. 
Figxire 4 ; Immunoscintigraphie chez des rats de 

35 I'espfece LEW, 4 jours apres une transplantation 
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hdt^rotopigue soit syng^nigue ou allogdnigue d»un 
organe d'un animal de premiere g^n^ration (F,) 
resultant d'un croisement LEW/BN ({LEW/BN)F,) et 24 
heures apres une injection intraveineuse de fragments 
F(ab')2 "'l 0X39. Le temps d' acquisition des donn^es 
£tait de 10 minutes pour cheque image chez des 
receveurs pr6alablement anesthesias. Tous les animaux 
ont ensuite iti sacrifi^s pour les etudes de 
biodistrlbution. Les etudes en imagerie et les etudes 
de biodistrlbution ont ete faites sur des receveurs 
differents. 

A/ Chez des receveurs de type LEW, de 
transplantation heterotopigue d' organe obtenu chez un 
animal du type LEW/BN) F,, le coeur re j ete a pu 
clairement etre visualise (voir la f leche) . Les detix 
autres taches correspondent a la thyroide (tache 
superieure) et aux voies urinaires. 

B/ Dans le cas d'une transplantation orthotopigue de 
type syngenique (LEW/LEW) le coeur transplante n'etait 
pas visualise alors que la radioactivite au niveau de 
la thyroide subsistait. Aucune radioactivite de la 
vessie n'a ete notes, ce qui correspond probablement ji 
une miction. 

C/ Dans des combinaisons de type (I£W/BN)Fi, 
ayant regtx une injection de fragments "^l-B166 
I'(ab')2, la radioactivite de la thyroide avait diminue 
de fa^on inexplicable par rapport au texte realise 
dans les cas A et B, bien qu'il n'y ait aucune 
visualisation de I'allogreffe heterotipique. 
Figure 5; Tableau 1: Les rapports de la radioactivite 
d'un coeur allogene greffe par rapport au tissu du 
receveur sont donnes pour des fragments F(ab')2 de 
I'anticorps 0X39 ou de I'anticorps B1G6, 7 heures 
et 24 heures apres 1« injection de la substance 
radioactive c^ez 4 animaux differents. Des fragments 



wo 91/00921 



PCr/FR90/00S17 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



18 

F(ab'}2 dirig^s contre le recepteur de l^llz se sont 
accumul^s de fagon specif ique dans le greffon rejet6 
alors que ce n*est pas le cas dsms le propre coeur du 
receveur. 

EXEMPLE 1 

MATERIEL ET METHODE 

1/ Transplantation 

Des allogref fes de coeur 6terotopiques ont €t6 
r^alls^es selon la m^thode Ono et al (J.Thorac- 
cardiovasc-Surg 1987; 57:225) dans des rats d'espdce 
LEWIS et d'esptee (LEW/BN)F, (Soulillou JP et al. 
Transplantation 1988; 38:63). Des greffes syngeniques 
de contrdle de type LEW-LEW ont egalement 6t6 
utilis^es conuae temoins. Les battements du coeur 
greff^ ont 6t& suivis cheque jour et seuls les 
receveurs pr^sentant une bonne fonction du greffon & 
diff brents moments d*une injection avec un anticorps 
monoclonal ont 6t6 utilises. 
2/ Anticorps monoclonaux 

0X39 est un anticorps monoclonal de souris de la 
classe des IgGl dirig6 contre la chaine TAG (55Kd) du 
rdcepteur de 1 • Interleukine-2 du rat et qui reconnait 
cette chaine avec une affinit6 de 2nM. II a ete decrit 
dans 1» article "Transplant. International" (1988, 
1:58-63). II n'interagit pas avec la chaine fi et ne 
modifie pas la r^ponse immune du receveur sur le 
greffon car dans ce cas particulier, il ne bloque pas 
1 ' interaction de l'IL2 sur le rteepteur en 
conformation dite de "haute affinit6" (association a 

On anticorps monoclonal de souris specifique de 
la microglobuline B2 humaine (B^G^) , obtenu aupres de 
Immunotech, Lximiny France a ete utilise comme 
anticorps monoclonal temoin non specifique, IgG^ de 
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souris. Les anticorps monoclonaux ont 6te obtenus & 
partir d« ascites induits par des hybridomes, les 
hybridomes 6tant eux-xn^mes obtenus de PHLS Center for 
Applied Microbiology and Research (Division de 
Biology) Porton Down, Falisbury (UK), pour 0X39. Ces 
anticorps ont 6t€ purifies sur une colonne Affigel 
Prot^ine A. Les fragments respectifs F(ab')2 de ces 
deux anticorps monoclonaux ont 6t6 pr6par6s par 
digestion avec la pepsine. Les anticorps monoclonaux 
ont 6t6 dialysis pendant une nuit centre un tampon 
d« acetate 0,05M, h pH3,8 puis ont 6t6 digSr^s avec la 
pepsine (Cooper Biom6dical) 1% (w/w) pendant 5 heures 
4 37 'C. La reaction a 6t6 stopee par addition de 
tampon Tris 2,5M pour obtenir un pH 8. Les fragments 
F(ab»)2 ont 6t6 isol6s sur Sephadex G150 (Pharmacia) 
et sur Prot4ine A Sepharose (Pharmacia) . Les fractions 
F(ab«)2 pr6sentaient tin degr6 de puret6 de 95 a 98% 
apr^s 61ectrophorfese sur gel de polyacrylamide SDS. 
3/ Marquaqe 

Les anticoirps intacts et les fragments F(ab')2 
ont 6te marques avec "^I ou L'iodation a 6t6 

r^alis^e en utilisant la methods iodogene d^crite par 
Fraker (PJ et al.Biochem Biophis Res Commun 1978 ; 
80:849 conduisant h une activity specif ique de 5 
fiCi/ng d' anticorps. En r6sun«, une partie aliguote 
(50Ml) de solution de chlorure de m6thyl6ne contenant 
lO/ig de iodogene (Pierce) a ete evapor^e totalement 
dans un tube test. L'iode, melang6e avec diff^rentes 
quantites d' anticorps a 6td ajoutee au tube et la 
reaction a 6t6 conduite pendant 10 minutes a 0-2 'C. La 
prot^ine marquee a ensuite immediatement 6te purifiee 
par chromatographie sur colonne de verre Biogel 2 
(Biorad) et 41u£e avec un tampon phosphate salin (PBS) 
contenant 0,3% de serum albumine bovine. 
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4/ Biodistribution des anticorps monoclonaux inarcru6s 
h- I'aide d'un marcrueur radioactif chez les rats 
porteurs: de areffe> 

' Les rats ont re^u diff^rentes quant itds 
d'antlcorps monoclonal marqu^ (20-100-300Mg/rat) 
d* activity specif igue d^termln^e, 4 ou 5 jours apr&s 
la trcuisplantation cardiaque heterotopique. Une 
injection intraveineuse de ^^1-0X39 et "^I-B^G^ a 6te 
faite avec line solution de 0,2di1 d" anticorps 
monoclonal dans le PBS. Les rats ont ete sacrifi^s par 
dislocation cervicale k diff^rents intervalles de 
temps apr&s 1* injection intraveineuse. Tous les 
organes et le coeiir greff^ du recepteur ont 6t€ 
pr^lev^s immSdiatement, lav4s et pesSs. La 
radioactivity (CFH/gramme) de cheque isotope a 6t6 
d^termin^e en utilisant un compteur gamma li plusietirs 
cahaux permettant 1 ' enregistrement simultan^ de 
1 •Emission ^'^I et ^^1. Les r^sultats sont exprim6s en 
pourcentage de doses inject^es par gramme de tissu. 
Pour chaque point, une moyenne des valeurs obtenues & 
peurtir de 3 rats a dte prise en consideration et les 
r^sultats sent donnas par valeur ±SD (Standard 
Deviation) pour chaque groupe d*animaux. Le rapport 
sp6cifique d* anticorps monoclonal 0X39 par rapport It 
1* anticorps monoclonal B^G^ a ^t^ estime p£ur la mesure 
de 1» index de localisation (tissu ^^^I/^^I : sang 
I3ii^i25jj . tel que I'ont d6crit Moshakis et al (Br 
J.Cancer 1981 ; 43:475). 

Lorsque des fragments F(ab')2 ont ^t^ utilises 
1' index de localisation a dte calculd en utilisemt les 
rapports allogreffe/coeur et allogreffe/autre organes 
pour chaque rat ayant re?u des fragments F(ab*). 
5/ Gamma-scintiqraphie 

Pour les 6tudes de 1» image, lOOMg de fragments 
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specif ique 5/iCi/Mg) ont 6t6 injectes aux receveurs 
d'allogreffe. La fonction thyroidienne n»a pas 6t6 
bloqu^e par I'iode froide. Les rats ont 6t6 
anesth^sies et places sous un colimateur. Les images 
ont ensuite 6t6 obtenues (lo minutes de scanner) en 
utilisant une camera a scintillation h large champ 
(Searle Siemens, LFOV) avec un colimateur a trou 
d'toergie parall^le, avec un interface avec un 
ordinateur (SINIS III, SOPHA MEDICAL). 

RESULTATS 



V Biodistri bution d'anticorps 0X39 marauds, intacts 
Au cours d« experiences pr^liminaires, on a 

15 ddtermind quelle 6tait la dose la plus favorable en 
utilisant diff^rentes doses d'anticorps marques 
(30-100-300 /ig/rat) testdes pendant 24 heures apr&s 
injection intraveineuse d'anticorps monoclonal. On a 
ensuite choisi d'utiliser une dose de 100/ig/rat avec 

2Q une activity sp^cifigue de S^Ci/Mg. De plus les 
sch6mas de biodistribution des anticorps monoclonaux 
mis en Evidence lorsque les tissus etaient studies 
pendant 24 a 48 heures apres 1' injection d'anticorps 
monoclonaux 6taient relativement similaires. Les 

25 analyses faites 72 heures aprhs injection des F(ab')2 
apportaient moins d' information. 

La figure l montre la biodistribution de lOO/ig 
d'anticorps monoclonal ^25l-0X39 (5/iCi/Mg) mesur^e dans 
le sang et dans plusieurs tissus du receveur 24 heures 

30 api^^s 1' injection intraveineuse d'anticorps 
monoclonaux et 5 jours apr^s la transplantation. Le 
pourcentage d'anticorps ^25l-0X39 concentres dans 
I'allogreffe constituait environ 0,6% de la 
radioactivity tot ale inject^e. Bien que 1' activity 

35 soit plus haute dans le greffon que dans les autres 
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tissus et le coeur propre au receveur, la distribution 
des valeurs n*6tait pas significativement diff^rente 
de celle obtenue avec l*anticorps non sp^cifigue ^^^Z- 
B^G^* LSL radioactivity des poumons itait comparable h 
celie da igreffon rejetd alors que le foie, la rate et 
les intestins pr^sentaient des valeurs interm^diaires. 

Une dose faible a 6t6 trouv^e dans les muscles, 
le cerveau et les os. La radioactivity des reins 
r^sultait probablement d*une concentration au niveau 
du tissu et d'une filtration des anticorps '^^1-0X39 
d6grad6e. Exprimes sous forme d» index de localisation 
de specificity (LI comme indique dans Materiel et 
Mythode) qui ont pris la radioactivity du sang en 
compte, les rysultats montrent une faible 
discrimination de ^^Sj.Qxsg comparys aux anticorps non 
spycifigues pour l"organe rejety (LI:1,25 ± 0,2). Ces 
donnyes ; sugg^rent que la majority des anticorps 
monoclonaux anti IL2 a yty captye par les tissus 
riches en macrophages et/ou complexye par la forme 
soluble des rycepteurs de 1*IL2. Le taux de 
radioactivity du coeur (coeur allogreffy/coeur du 
receveur) (figure 1) dyterminy avec k la fois 0X39 et 
B1G6 ( respect ivement 1,95 et 1,12) suggere qu*il y a 
eu une forte affluence des cellules portant le 
rycepteur pour la partie Fc de 1* anticorps et le 
rycepteixr pour le compiyment dans le greffon des le 
quatriyn^ jour aprys la transplantation. 
2/ Biodistribution des fragments Ffab')f> 

La figure 2 montre la distribution de fragments 
^25i-ox39 et "^I B1G6 dans le greffon et dans le coeur 
de receveurs ayant subi une gref fe allogynique ou une 
greffe syngynique 24 heures apres 1* injection. Dans 
ces expyriences, lOOMg (5MCi/Mg) de fragments F(ab«)2 
ont yty injectys dans des rats syparys et la 
biodistribution a yty etudiye 7 et 24 heures apres 
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1' injection des produits marques. Par contraste avec 
ce qui a pu ^tre observe en utilisant des molecules 
intactes (figure l) , les fragments 0X39 F(ab')2 se 
sont accumul6s de faqson significative dans le greffon 
rejet6 des receveurs d'allogreffes, alors que la 
radioactivity trouv^e en cas de greffe syng6nique 
n'6tait pas diff6rente de celle du coeur propre au 
receveur. Les fragments P(ab»)2 de B1G6 ont pr6sent6 h 
peu prte la mSme liaison dans le cas des coeurs de 
receveurs de greffes orthotopiques et h^t^rotopiques 
(allogdniques) (figure 2). 

La figure 3 montre que les niveaux d' activity 
specif ique des tissus, mesures chez les animaux ayant 
re^u une injection de fragments F(ab')2 6fcaient 
beaucoup plus faibles que ceux obtenus avec des 
anticorps monoclonaux intacts. De plus, le rapport de 
la radioactivit6 greffon sur celle du poiunon du foie 
ou de la rate augmentait de fagon marquee pour les 
fragments F(ab«)2 de 0X39, ce qui indique probablement 
une captation par 1 ' intermediaire des recepteurs des 
fragments Fc. Le tableau 1 (Figure 5) donne les taux 
de radioactivity du coeur allogreff6 par rapport au 
coeur du receveur ou d'autres tissus du receveur, 
obtenus 7 et 24 heures aprte 1« injection des fragments 
FCab'jj, indiquant pryf6rentiellement la localisation 
des produits anti I12-R dans I'organe rejetd compare 
au propre coeur du receveur. 

3/ Gamma immuno-scintiaraphie ! compte tenu des 
ditferentes quantit^s de radioactivity accumuiyes dans 
le propre coeur de 1« animal et dans I'organe greffy 
allogenique rejete, on a cherchy k visualiser par 
immunoscintigraphie 1 • accumulation des cellules dams 
le greffon prysentant des recepteurs pour 1«IL2. Pour 
ces es^eriences, les fragments F(ab')2 de 0X39 et 5,0^ 
ont yty narquys avec et injectys dans des animaux 
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differeiiits ind^pendamment des experiences de 
blodistribution. La scintlgraphie a 6t€ r^alis^e sur 
des rats anesthesias 3, 4 et 5 jours apr^s la 
transplantation de receveur de type LEW avec solt un 
coeur allogenlgue (LEW/BN)Fi ou syngenlgue (LEW). La 
figure 4 montre que 24 heures aprds 1< injection de 
fragments F(ab»)2 de "^1-0X39, un signal net peut toe 
obtenu chez le receveur d*une allogreffe (des le 4eiae 
jwxr apres la transplantation) alors que seul un tres 
falble signal peut etre visualise chez les receveurs 
de greffes syng^niques ou chez les receveurs de 
gref f es allog6niques recevant des fragments F ( ab • ) g 
non specif igues. 
DISCUSSION 

Ces resultats mettent en evidence que de falbles 
quantites de 0X39 marques sont locallsees dans le 
gref f on . lorsque l^anticoi^ps est Injecte 5 jours apres 
la transplemtation, au moment oti le re jet d*une greffe 
allogenlque est susceptible de se produire, lorsqu'il 
n'y a pas de lesions vasculaires endommageant la 
vascularisation du gref f on. Etant donn6 que 0X39 est 
faiblement efficace dans 1 • ixjhibition de la crolssance 
des lymphocytes 11 n» Interfere probablement pas 
avec la localisation et les quantites de cellules 
positives pour les recepteurs d'lL2 chez le receveur 
pendant la perlode de 24 heures suivant 1' injection* 
De fa?on tout k fait interessante dans cette serle 
d • experiences , la blodistribut ion d • ant icorps 
monoclonaux de contrdle (IgG^) etalt pratiquement 
similaire pour ce qui concerne la distribution h celui 
de 0X39/ m6me au niveau du gref f on. En revanche le 
propre coeur du receveur montrait une radioactlvlte 
beaucoup plus falble. 

Cecl suggere que la majorite des ant Icorps 
monoclonaux Intacts se lie au gref f on rejete par leurs 
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segments nonomorphiques Fo. Cette liaison 6tait 
probablement due aux macropiiages qui infiltraient le 
greffon pendant le rejet. Les profils de distribution 
n'ont pas subi de variations en fonction de la dose 
d'anticorps monoclonaux marqu6s mais la radioactivite 
sp6cifique du greffon 6tait maximale 24 heures aprfes 
1* injection et d^clinait apres. Par contraste, ies 
fragments P(ab»)2 0X39 ont 6td li6s sp6cifiquement 
uniquement sur le coeur allog6nique alors que les 
fragments F(ab')2 contrdles prAsentaient un schema de 
distribution similaire dans les greffons allogdniques 
et syng^nigues. 

On a done mis en Evidence que dans la situation 
d'une greffe allog^nique, la majority des fragments 
marqu6s est lide aux cellules circulantes pr6sentant 
des r6cepteurs h 1'IL2 dans la mesure ovi seule une 
faible fraction des fragments radioactifs sont 
retrouv6s dans le rein. Ces lymphocytes activ6s hors 
de greffon reprdsentent seulement une petite fraction 
de 1* ensemble des lymphocytes mais qui correspond 
n6anmoins & un grand nombre de lymphocytes cibles. 
Cette liaison hors du greffon cardiaque peut jouer un 
rdle dans I'effet biologigue des anticorps anti- 
r^cepteurs de 1'I12. lis peuvent en particulier 
interf6rer avec les cellules activees dirig6es centre 
le donneur, cellules recirculantes du greffon vers les 
ganglions lymphathiques, la rate et vice-versa. Les 
cellules activdes circulantes peuvent 6galement 
compter pour une fraction de la localisation des 
fragments P(ab«)2 dans d'autres organes tels que la 
rate, le foie et les poumons. De plus, la forme 
soluble des rdcepteurs de I'llj est egalement capable 
de se lier aux anticorps monoclonaux anti I12-R. ii 
est possible que son augmentation pendant le rejet 
augmente la fraction complex6e des fragments F(ab')2 
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de 0X39 & I'ext^rleur du greffon. Une analyse en 
immunoscintigraphie a montr6 gu*apr&s 1* injection de 
fragments F(ab*)2 de 0X39 margu^s avec "'l^ la 
fraction d*anticorps se liant aux cellules prdsentant 
des r6cepteurs de 1«I12 et infiltrant la greffe, 
pouvait §tre mesuree et visualis^e par cette ndthode. 
Conform^ent au r^sultat de la biodistribution obtenx|s 
avec des fragments F(ab«)2 anti IL2-R, !• image obtenue 
en gamma-scintigraphie 6tait uniquement positive dans 
le cas de combinaison allog^nigue et non dans le cas 
de combinaison syngenique. De fagon tout k fait 
interessante, 1* image obtenue dans le cas d*une greffe 
allogdnlque 6tait facilement detectable d6s le 4 toe 
jour apr&s la transplantation, ce qui repr^sente un 
stade prdcoce de re jet' et correspond & un moment oti 
probableaent moins de 20% des cellules infiltrant la 
greffe presentent des r^cepteurs d'ZL2. 

Lorsque cette mdthode est appliquSe k l*homme, 
1 • interference possible d'autres parametres li6s & la 
20 situation clinique tel qu'un traitement h la 
cyclospqirine (CyA) qui peut diminuer la transcription 
des gei*es du recepteur de l'IL2 ainsi que la 
concentration de lymphocytes dans l*organe rejete doit 
6tre pris en compte. Le volume de tissus environnants 
peut dgalement jouer un r61e dans la facilite de 
1 * enregistrement • 
EXEMPLE 2 

PROTOCOLE APPLICABLE CHEZ UN PATIENT AYANT SUBI UNE 
GREFFE POUR RECHERCHER LA PRESENCE DE LEUCOCYTES 
ACflVES 

L*ahticorps utilise dans cette 6tude est 
l*anticorps 33B3.1 commercialise par Immtinotech sous 
la r6f6rence 317 et deer it par le Mauff et al (Hum. 
Immunology, 1987, 19, 53-68) et par Olive et al, 1986 
^5 (Eur Journal of Immunology n* 10 p. 611-616) . 
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Les fragments Fab de cet anticoxps est aarqu^ au 
technetium 99m. 

Ces fragments Fab sont marquis par addition d'une 
solution sterile apyrogfene de marqueur radioactif . Une 
chromatographie sur papier du produit margui est 
effectu6e avant !• injection pour determiner la pureti 
radiochimique. Le pourcentage obtenu doit itre 
sup6rieur h 90% pour que le produit soit injects. 

1/ Population 

Les patients sont des greffis cardiaques ayant 
subi une greffe au molns 10 jours auparavant et done 
sortis du secteur sterile. 

2/ Imaaerie 

II est pr6vu 4 scintigraphies, (et 6ventuellement 
d'autres) coupl6es k des biopsies dans les p6riodes de 
haut risque de rejet: 15, 30, 45 et 60 jours aprfes la 
transplantation. A la seconde injection, ces 
scintigraphies sont faites systematiquement apr6s 
contrdle de 1* absence d'anticorps anti-Fab«-33B3.l. 

L* interpretation est effectuee par des 
observateurs. 

Les crit&res de posltivite sont difinis par la 
localisation myocardique et I'intensite de fixation k 
I'aide d'un comptage par rapport & un echantillon. 

3/ Toxicity 

Des reactions anaphylactiques sont tou jours 
possibles quand des anticorps sont injectds. Elles 
impliquent la disponibilite de mesures de reanimation. 

Les examens de laboratoires sont effectuis avant 
et 24 heures apres 1' injection: 

paramfetres he matoloaioues i hemogiobine, 
h&natochrite, globules rouges, globules blancs 
(PN,PEo,B,Ly) , plaquettes. 

~ ionoqramme sancruln; sodium, potassium, chlore, 
protides, calcium, glucose, creatinine, uree. 
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L* irradiation regue par chaque patient est 
d'environ 250]&Rad pour chaque injection* 
4/ Paramfetres h consid6rer 

Les mesures obtenues devront prendre en compte de 
1 1 importance de la population lynphocytaire au sein du 
greffon. En ef £et chez le rat non traits k J+4 de la 
greffe, 10% ^25% des cellules infiltrant le greffon 
sont R-IL2+^. Chez I'homme ce ta\ix serait de 7% (+/" 8) 
en sachant que la cyclosporine A diminuerait de 50% 
l*e3q>ression du r^cepteur. 
EXEMPLE 3 

MRRQUAGE DE FRAGMENTS Fab' DE L'ANTICORPS 3BB3,1 AVEC 
LE TECHNETIUMS 9m 

Dax^ un flacon contenant le lyophylisat d*etain- 
pyrophosphate (Sn: 0,048]&g- Pyrophosphate l,16iQg) on 
ajoute Ixng de fragments d'anticorps 33B3.1Fab' & 
l/2mg/ml (en tampon phosphate 0,1 M pH 6,0 - EDTA 
5 IBM) . Le voltme est compl4t6 a 1ml avec NaCl 9%.. Le 
flacon est agit^, puis le TcO^" est ajout6 (1 h 
2 mCl) . On laisse en contact 1 heure a temperature 
ambiante. 
EXEMPLE 4 

MARQUAGE DE FRAGMENTS Fab* et Ffab'U de I'anticorps 
33B3,1 avec I'INDIDMlll 

A 20mg de fragments F(ab'}2 ou F(ab*) d'anticorps 
33-B-3.1 en solution dans du bicarbonate de sodium 
0,1 H & la concentration de 5.10 mg/ml est additionn4 
de l"emhydre bicyclique de DTPA solubilise dans du 
DHSO anhydride dans un rapport molaire anhydride 
3° DTPA/Anticorps de 5,0 ; la solution est agitee 
15 minutes^ temperature ambiante. 

Le pTPA non couple aux anticorps est elimine par 
filtration sur gel en utilisant une colonne de 
s^phacryl HR200 (Icm x 30cm) eluee en NaCl 0,15 M. Le 
nombre moyen de DTPA couple par anticorps est de 2,0. 
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Pour le radionarquage au chlorure d» indium, les 
ar icorps coupl6s au DTFA sont tamponnes ^ pH 5,0 en 
utilisant un tampon acetate o,l M pH 5,0. A cette 
solution est ajout6e la quantity d' indium"' chlorure 
d6sir6e. Aprte agitation 30 minutes a temperature 
anbiante le rendenent de marguage est sup6rieur a 90%. 
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REVENDICATIONS 
1/ Fragments d'antlcorps monoclonaux, dirig^s contre 
des r^qepteurs presents sur les cellules de type 
leucocytaire inflltrant un greffon, caracteris^s par: 

- 1" absence de fraction constante (Fc) , 

- leur capacit6 h se fixer specif iguement h 1* epitope 
d'lin site antig6nique d»un r^cepteur des cellules 
leucocytaires infiltrant le greffon lors d"un re jet de 
greffe. 

2/ Fragments d*anticorps selon la revendication 1, 
constitute par le fragment idiotypigue d'un anticorps, 
ledit fragment idiotypigue possddant un site anticorps 
specif igue d'un Epitope d»un site antigenigue d'un 
r6cepteur humain d6termin6, accessible au niveau d'un 
greffon chez un patient prdsentemt iin re jet de greffe. 
3/ Fragments d' anticorps selon l*une guelconcpie des 
revendications l ou 2, caract6ris6s en ce gu"ils 
comprennent au moins un site anticorps pr6sentant une 
affinity avec la chalne TAC du r^cepteur humain de 
l'Il-2. 

4/ Fragments d* anticorps selon l*une guelcongue des 
revendications 1 i 3, caract6ris6s en ce gu'il s'agit 
de fragments F(ab*)2 capables de reconnaitre la chaine 
TAC du r^cepteur hiimain de 1*I1*2. 

5/ Fragments d* anticorps, selon I'une guelcongue des 
revendications 1 & 3, caract4ris6s en ce gu'il s*agit 
de fragments F(ab") capables de reconnaitre la chaine 
TAC du ricepteur de 1*11-2. 

6/ Fragments d* anticorps, selon I'une guelcongue des 
revendications 1 i 3, caracteris6s en ce gu'il s'agit 
de fragments F(ab) capables de reconnaitre la chaine 
TAC du r6cepteur de l»Il-2. 

7/ Fragments d* anticorps selon I'une guelcongue des 
revendications 1 a 6, caracterises en ce gu'ils sent 
margu6s avec une substance physiologiguement 
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acceptable, capable de donner un signal xnesurable a 
l'ext6rieur du corps htimain, notamment au moyen d*un 
appareil RMN ou d'un appareil de comptage de la 
radioactivity. 

8/ Fragments d»anticorps selon la revendication 1, 
caract^ris^s en ce quails sont marques avec line 
substance physiologiquement acceptable, radioactive 
telle que le teclmeti\m99m. 

9/ Fragments d*antlcorps selon la revendication 7, 
caract^ris^s en ce qu*ils sont marques avec une 
substance physiologiquement acceptable radioactive 
telle que l«iodel31, l»iodel25 ou I'indiumlll. 
10/ Fragments d'anticorps selon l»une quelconque des 
revendications 1 h 9, caracteris6s en ce qu'il s'agit 
des fragments de I'anticorps 33B3.1. 

11/ Composition caract^risee en ce qu'elle a la 
capacity d'induire la formation de complexes du type 
antigfene-anticorps, chez un patient pr6sentant des 
leucocytes actives pouvant marquer un risque de re jet 
de greffe en ce qu'elle est depourvue de cette 
capacity chez un patient ayant subi une greffe non 
rejetye et, en ce gu'elle comprend des fragments 
d*anticorps selon I'une quelconque des revendications 
1 & 10, pris isolement ou en melange. 
12/ Composition selon la revendication 11, capable 
d'induire la formation de complexes du type antigfene- 
anticorps en prysence de leucocytes activys du 
receveur, porteurs de chaines TAC du rycepteur humain 
de l'Il-2. 

13/ React if dypourvu de toxicity pour I'homme pour la 
mise en yvidence de la presence de leucocytes activys, 
Chez un patient susceptible de presenter un re jet de 
greffe, caractyrisy en ce qu'il comprend des fragments 
d' anticorps selon l*une quelconque des revendications 
7 a 10 ou une composition selon la revendication 12, 
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dont leis fragments sont marques par line substance 
compatible avec 1 " administration chez l"homme, caped>le 
de donner un signal mesurable h I'extdrieur du corps 
humain, notamment au moyen d'un appareil de comptage 
de la radioactivity. 

14/ Hethode d * exploration non sanglante, applicable 
Chez Vl^omae ayant subi une greffe, pour rechercher la 
presence de leucocytes activ6s, cette presence etant 
susceptible d'etre ult6rieurement corr616e avec un 
rejet de greffe, comprenant la determination de la 
presence de leucocytes actives chez un sujet greff^ au 
moyeh /d'un support ext6rieur au corps du sujet, le 
sujet ayant regu au prdalable des fragments 
d*^anticQrps selon I'une guelcongue des revendications 
7 a 10 pr^aled^lement marques si besoin, ou de la 
composition selon la revendication 10 ou 11, dont les 
fragments ont pr^alablement 6t6 marques, ou un rdactif 
selon 1^ revradication 13, caract^ris^ en ce que les 
fragments dVanticorps, cette composition ou ce rdactif 
sont administr^s en quantite suf f isante pour permettre 
une reaction avec la chaine TAC du recepteur de 
1*11-2, lesdits fragments etant marques avec une 
substance physiologiquement acceptable, capable de 
donner un signal mesurable a l*exterieur du corps 
humain, notamment au moyen d*un appareil de comptage 
de la r^ioactivite, 

15/ Procdde d*obtention de fragments d*anticorps 
monoclbiie^ux selon l*une quelconque des revendications 
1 & 6 ou 10, comprenant les stapes suivantes : 
- purification d'anticorps monoclonaux dont on 
soufaaite obtenir lesdits fragments, 

digestion par une ou plusieurs enzymes 
prot^olytiques determinees, choisies en fonction de la 
nature des fragments d'anticorps recherchis, dans des 
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conditions autorisant la coupure desdits fragments du 
reste des anticorps, 

- isolement et r6cup6ration des fragments d' anticorps 
obtenus. 

16/ Procidd d»obtention de fragments d* anticorps 
monoclonaux selon la revendication 15, caract6ris6 en 
ce que la digestion est effectu^e en presence de 
pepsine pour preparer des fragments d* anticorps 
F(abi)2, en presence de papaine pour preparer des 
fragments F(ab). 

17/ Kit pour 1* exploration chez un patient ayant subi 
une greffe, de la presence de leucocytes activds, 
caract^ris^ en ce qu'il comprend: 

- des fragments d' anticorps selon I'xme quelcongue des' 
revendications 1 & 6 ou 10, 

- un marqueur physiologiquement acceptable, capable de 
donner un signal mesurable a I'exterieur du corps 
humain, notamment au moyen d'un appareil de comptage 
de la radioactivity, 

- le cas 6ch6ant un riactif autorisant la liaison 
entre le fragment d* anticorps et le marqueur, ou 
stabilisant cette liaison. 

18/ Proc6d6 pour le marquage de fragments d' anticorps 
selon I'une quelconque des revendications lie, par 
une substance radioactive choisie, comprenant les 
stapes suivantes : 

- mise en contact des fragments d« anticorps que I'on 
veut marquer, avec un reactif capable de former un 
complexe stable avec le marqueur et susceptible d'etre 
coupl6 aux fragments d« anticorps, dans des conditions 
permet tant ce couplage et, 

- complexation des fragments ainsi couples avec le 
marqueur, ou en variante, 
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- crai^lexation dudit r^actlf avec le margueur puis 
couplage dudit riactif complex^ avec les fragments 
d'anticorps. 
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Figure 2 
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rapport greffon cardiaque/tissu du receveur 





7H 




^ 24 H 


RATI 


RAT 2 


RAT 3 


RAT 4 


0X39 Frab72 


B1G6 F(3ih'}2 


0X39 F(ab')2 


B1G6 F(ab'12 


coeur gref fe/coeur 


2.10 


1.50 


2.28 


1.13 


coeur 


greffe/foie 


1.57 


1.50 


1.33 


1.14 


coeur 


greffe/moSlle 


1.61 


1.49 


1.33 


1.20 


coeur 


gref f e/poumon 


1.00 


1.00 


1.14 


2.83 


coeur 


gref fe/muscle 


12.60 


6.00 


8.00 


3.40 


coeur 


gref f e/cerveau 


12.58 


6.00 


8.00 


5.66 


coeur 


greffe/os 


6.30 


3.00 


2.66 


2.12 


coeur 


greffe/rein 


1.03 


0.47 


0.80 


0.68 


coeur 


greffe/sang 


0.78 


0.75 


0.53 


0.37 



Figure 5 
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TUt bitanuttofial Mwcfi rvport tea not boon ootabUthod bi roopoct of ooftain dfelmo ondor Articio 170) U) for tho fbUowlnfl 
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see PCT nale 39,1 (iv) : 

methods for treatment of the hximan or animal body by surgery or 
therapy, as well as diagnostic methods. 



tin Ctalm numboro . b*ctimo thoy rttate to port* of tho Inttmttionil tppticstlon the! do not comply wHhtlio pfoocrlbod roquiro* 
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Ai on roquirod additional March toto wore timoty psld by tho oppnouitithlt IntomiSlonol ooorch roport eovoro oil ooirehoblo dolmo 

of tho Intamatlonal ippQcatloa. 

gjn Ai only ooffit of tho roqulred oddHlonal ooareh foot wore timoly paid by tho oppDcont thIo Interootlonal ooorefo lopoit eovoro only 
thooo dalma of tho Intomaflonal oppQcoUon for which fooo wore paid, opodllcaUy dolmo: 

aQ No requlrod oddmonal ooareh fooo wore timoly pold by tho oppOeant ConooQuontly. thJo imoraatlonil ootreh lopert to noliltetod to 
tho InvooUon firot monUonod In tho clalnu: It lo covered by ctelm numbon: 

4n Ao on ooarchoblodalfflo eouW bo ooorchod without ofloit Juotifylng on odditlonal too, tho IntomoUonol Soorchlng AuthorUy did not 
*^ Invito payment of ony oddBlonat too. • 
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CLASSKMEMT PI t'lNVIMTlOW (ai pluaiaura aymfaoiaada elaaaification aent appiicablaa, lea indiquer toua) ' 



Seion la daaaincalion intemetlonale dea bfovets (CIB) ou * la foia eelon la daaaification 

CIB^: C 12 P 21/08 



Rationale tt la as 



II. DOMAINES 8UR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTt 



Documentation minimal* consult^e * 



Systeme de elaaaification 



Symbolea de elaaaification 



CIB" 



C 12 P 



Documentation eonsult«e autre que la documentation minimale dana la meaure 
oO de tela doeumente font pertie dee domalnea aur leaquela la recherche a port* • 



III. DOCUMENTS C0NSIDCR£S COMME PERTINENTS " 



Cat*gorie • 



Identification dea documents eitis.^^ avee indication, ai nAceaaaire. 
dea passaoes pertinents ^> 



N* des revandieations 
visees *> 



Y 

Y 



Transplant International, volume 1, 1988, 
Springer-Verlag, 

Y. Jacques et al.: "A study on 0X39, 
a murine anti-rat inter leukin 
2 receptor antibody. A report on 
receptor binding and effects on 
allograft survival", pages 58-63 
voir page 58, resume 

WO, A, 89/09622 (PROTEIN DESIGN LABS) 
19 octobre 1989 

voir page 3, ligne 22 - page 4, iigne 9 

EP, A, 0241811 (BAYER) 21 octobre 1987 

voir page 14, ligne 1 - page 5, ligne 9 

EP, A, 0296082 (IMMUNOTECH) 21 decembre 1988 
voir page 8, ligne 61 - page 9, ligne 
20 



./. 



1-13,15-18 



1-13,15-18 

1-13,15-18 
1-13,15-18 



* Cat^oories apAdales de documents citAs: 
a A a document d^Hnissant Cetat o*n«ral de la technique, nen 
eonaid^r* comma particuliArement pertinent 

« E a document ant*rieur. mats publi« A la date de d4p6t Interna- 
tional eu aprea cette date 

« L » document pouvant jeter un doute aur une revandicatian de 
oouf determiner U date de publication d'une 

autre citation ou pour une raiaon sp«ciale (telle quMndiquAe) 
« O » document ae r«f«rant « une dlvutpatien orala. * un usase. t 

una expoaition eu toua eutma moyena 
« P a document pubO« event la date de d^pdt international, nuiii 

postirieurement 4 la date de priorite ravandiquee 



e T » document uttMeur pufali* po8t«rieurement k le date de dep6t 
L"Kr*f2^ ou * la date de priority et n'appartenant pas 
a I etet de la technique pertinent, meia cite pour comprendre 
le pnncipe ou la thiorie eenatituant la base de I'inventian 

eX» document parti cuttirement pertinent: I'invention revendi> 
quee ne peut etre coneid«r4e comme nouvelle ou comme 
impiiquant une tetlviti inventive 

«Y» document particuMrament pertinent: rinvention reven- 
dtquee ne peut itre cenaldAree comme impiiquant une 
activity inventive lertque le document est associi a un ou 
piusieure eutres doeumente de m«me nature, cette combt- 
naison itant ivldanto pour une peraonne du metier. 
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and.f(abM2 fragments from monoclonal 
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voir 1' article en entier 
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V. OBSERVATIONS LORSQU*IL A tXt CSTIMi QUE CERTAINES REVENDICATIONS NE POUVAIENT PAS FAIRS 
L'OBJET D*UNE RECHERCHE « 



S«lon I'artida 17^ ■) caitaiiws rtvtndlealiont n'ont pat fait I'obiat d'una rteherehe pour lai motlfa auivanti: 

1. Q Lti nvantflcallons nomAret ...4..^-8a rapportent h un objet It I'^pard duquel la pr^sante admlniatraUon n'a pas robligation dt pro- 

fdtr tit f t ci itf tt it.il tavoif: 

Voir la Regie PCT 39.1(iv): 

methqdes de traitement du corps humain ou animal par la 
chirurgie ou la therapie, ainsi que methodes de diagnostic* 

2. Lts rtvtndieationt num*rot tt rapperttnt k dtt partita dt la dtmandt Inttmatlonatt qui nt rtmpUsttnt pat Itt cendttlont 

prttcnttt dana una ratturt ttllt qu'unt rtehtrcht lipnilieativt nt ptut Atrt tfftctuAt, pricitdmtnt: 



3. P] LttrtvtndtetttontnumArot^ torn dtt rtvtnd iea tio nt dipandantttttntsomptti^diQtttoontownimt nt i It dtuiiimttti It ifrt 

pnrattt dt It r«oit •.4a) du PCT. 

VI. OBSERVATIONS LOHiBOUIL Y A ABSENCE D*UNITt DE L'INVENTION < 



L'tdminlttration chargte dt la rtchtrctit imtmtttenalt t trouv* pluaiturt Invtntiont dtnt la ptdatntt dtmandt Inttmationalt. c'tst-inflrt: 



1. Q Comma touttt Itt taxes tdditionntllts demandits ont M pay*ts dins let dilals. It present rapport de recherche Internationale 

•ouvre toules ics revendlcattona de la demande inttmationsle pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. n Comma stultrntrtuntpardt dtt ttatstddWo nn tB t tdtmanditst dtt ptytt dans Itt 
- eouvTO tMdtmtm ctMM dtt rtvtndieatjent dt It dtroa^ 



3. Q Aucune taie addttionnallt dtmandit n'a dti pay*t dant Its dilait par It diposanL En eonadqutnct. It prtttnt rapport dt rtehtrcht 

Inttmatianalt tat limll* A rinvtnfien mtnttenndt tn prtreitr dtnt Itt rtvtndicationa; dtlt ttt couvtrtt par Itt rtvtndieationt 

numiross - 

4. rn Elant demit ooa touttt' Itt rtvtndiettiont tutetptlbltt dt fairt robjtl d'unt rtehtrcht It pouvaitnt tans effort partieulltr httmant 
^ unt last addmenntnt, radmintttration eharo«t dt It rtchtreht Inttmationala n*a aoilieitd la paiamtnl d'tueunt ttst tdditionntllt. 

Rtmsrqut quant k la cAsenrt 

Q Lat taias addltionntltes dt rtchtreht dtalent accompagndet d'unt rdstnrt du d^potanL 

Q Aueont rtotrvt n*a did faRt Ion du paltratat dta tasaa addidoRntUaa dt rtchtreht. 
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